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Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Akar Pletekan (Ruellia 
tuberosa L.) terhadap  Aktivitas Enzim Protease dan Profil 
Protein pada Pankreas Tikus Putih (Rattus norvegicus) Diabetes 
Melitus Tipe 1 akibat Induksi MLD-STZ 
Abstrak 
Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit gangguan metabolisme 
yang ditandai dengan meningkatnya kadar glukosa (Hiperglikemia) 
akibat gangguan sekresi insulin dan atau resistensi insulin. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian ekstrak etanol 
akar pletekan (Ruellia tuberosa L.) terhadap pankreas tikus Diabetes 
Melitus. Parameter yang diamati adalah aktivitas protease dan profil 
protein dari organ pankreas tikus. Pada penelitian ini, tikus putih 
(Rattus norvegicus) di induksi MLD-STZ dosis 20 mg/kgBB selama 
5 hari berturut-turut. Tikus putih (Rattus norvegicus) sejumlah 20 
ekor dibagi menjadi 5 kelompok yaitu kontrol negatif, kontrol 
positif, kelompok terapi dengan ekstrak etanol akar pletekan 
menggunakan dosis  250, 375, 500 mg/kgBB secara oral selama 21 
hari. Aktivitas protease diukur dengan metode spektrofotometri UV 
dan analisa profil protein dengan metode elektroforesis SDS-PAGE. 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol akar pletekan 
memberikan perbedaan yang sangat nyata (p<0,01) dalam 
menurunkan aktivitas protease pankreas tikus DM sebesar 52,11% 
pada dosis terbaik 250 mg/kgBB. Pada hasil analisa profil protein 
pemberian ekstrak etanol akar pletekan memberikan pengaruh 
hilangnya protein dengan berat molekul 52 kDa yang muncul pada 
tikus kontrol positif. Berdasarkan penelitian ini dapat disimpulkan 
bahwa ekstrak etanol akar pletekan (Ruellia tuberosa L.) dapat 
digunakan menurunkan aktivitas protease dan memperbaiki profil 
protein pada pankreas tikus DM.  
Kata kunci : Aktivitas Protease, Diabetes Melitus (DM), Pankreas, 






















The Influences of Ethanol Ruellia tuberosa L. Roots Extract on 
Protease Activities and Protein Profiles on Pancreas of Rats 
(Rattus norvegicus) Type 1 Diabetes Mellitus due to induction of 
MLD-STZ 
Abstract 
Diabetes mellitus (DM) is a disease with metabolism disorder signed 
by increasing of blood glucose (Hyperglycemia) caused by a disorder 
of insulin secretion and or insulin resistance. This study aims to 
determine the influences of ethanol Ruellia tuberosa L. roots extract 
in pancreas Diabetes Mellitus rat. The parameters observed in this 
study were protease activities and protein profile of diabetic rat’s 
pancreas. In the current work, white rats (Rattus norvegicus) were 
induced with the MLD-STZ dose of 20 mg/kgBW for 5 days 
successively. White rats (Rattus norvegicus) as many as 20 rats 
which were divided into 5  groups, they were one group of negative 
control, one group of positive control and three group of therapeutic 
ethanol Ruellia tuberosa L. roots extract with dose 250, 375, 500 
mg/kgBW for 21 days. Protease activities were measured by 
spectrophotometric UV method and protein profile analysis was 
performed by electrophoresis SDS-PAGE method. The results 
showed that ethanol extract of Ruellia tuberosa L. roots showed a 
very real difference (p<0,01) to decrease protease activity of rat’s 
pancreas DM equal to 52,11% with the best doses 250 mg/kgBW. 
Protein profiles showed that ethanol extract of Ruellia tuberosa L. 
roots affected the loss of protein with 52 kDa molecular weight that 
appeared in positive control rats. Based on this research, it can be 
concluded that ethanol extract of Ruellia tuberosa L. roots can be 
used to decrease protease activity and repaired protein profile in 
pancreas of DM rats. 
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1.1 Latar Belakang 
Diabetes Melitus (DM) merupakan penyakit gangguan 
metabolik menahun yang menjadi permasalahan serius di Indonesia 
karena diperkirakan jumlah penderita DM akan terus meningkat 
setiap tahunnya [1]. Berdasarkan data statistik WHO mengenai 
jumlah penderita diabetes pada tahun 2000 dan proyeksi jumlah 
penderita diabetes dunia pada tahun 2030, Indonesia menduduki 
tempat ke 4 terbesar dengan pertumbuhan sebesar 152% atau dari 
8.426.000 orang pada tahun 2.000 menjadi 21.257.000 orang di 
tahun 2030 [2].   
Diabetes Melitus disebabkan oleh kegagalan sel β-pankreas 
pada sekresi insulin, keadaan sel tubuh tidak merespon kerja dari 
insulin (resistensi insulin) atau kombinasi keduanya [3]. DM tipe 1 
disebut dengan Insulin Dependent Diabetes, sistem imun tubuh 
menyerang dan merusak sel β pankreas sehingga terjadi kegagalan β 
pankreas  menyebabkan insulin yang dihasilkan tidak dalam jumlah 
yang cukup. Penyakit DM tipe 1 sering diderita oleh anak-anak tetapi 
tidak menutup kemungkinan untuk orang dewasa [4]. Kerusakan sel  
β pankreas dapat diakibatkan oleh infeksi virus, secara genetik 
(wolfram sindrome) atau pemberian senyawa toksik (streptozotocin, 
aloksan) [5].  
STZ dapat menginduksi kerusakan sel β pankreas karena 
bertindak sebagai donor Nitrogen Oksida (NO) yang memicu 
peningkatan beberapa spesies oksigen reaktif (ROS) diantaranya 
meningkatkan radikal hidroksil (OH•), radikal superoksida (O2•-), 
dan hidrogen peroksida (H2O2). Radikal  NO dalam  bentuk  bebas  
maupun  dalam  bentuk  senyawa bersifat sangat toksik karena 
menyebabkan kerusakan DNA pankreas [6]. ROS yang berlebihan 
dapat menyebabkan stres oksidatif karena oksidan dalam tubuh lebih 
banyak daripada antioksidan dan dapat memperparah kerusakan sel β 
pankreas [7]. Kerusakan sel β pankreas mengakibatkan terjadinya 
hiperglikemia. Hiperglikemia dapat menyebabkan penumpukan 
glukosa pada sel atau jaringan sehingga terjadi inflamasi. Inflamasi 




















penyerangan protein sehingga terjadi kerusakan protein. Kerusakan 
pada protein dapat diamati melalui profil pita protein [8].  
Pengembangan  penelitian  tanaman  yang  berpotensi  sebagai 
obat diabetes dalam upaya pencegahan dan pengobatan sangat 
diperlukan. Masyarakat Indonesia telah lama mengenal serta 
menggunakan obat-obatan alami atau yang dikenal dengan obat 
herbal. Obat herbal lebih mudah diterima oleh masyarakat karena 
selain telah akrab dengan masyarakat, obat ini lebih murah dan 
mudah didapat [9].  Salah satu tanaman obat yang banyak ditemukan 
di Indonesia yaitu tanaman Ruellia tuberosa L. atau yang lebih 
dikenal sebagai tanaman pletekan. Tanaman pletekan (Ruellia 
tuberosa  L.) secara ilmiah dapat digunakan sebagai tanaman herbal 
antidiabetik, diuretik, antipiretik, analgesik, anti-hipersensitif dan 
antioksidan. Karena senyawa bioaktif yang terkandung pada tanaman 
tersebut [10]. Akar pletekan (Ruellia tuberosa L.) mengandung 
berbagai senyawa bioaktif salah satu nya adalah fitosterol.  Senyawa 
tersebut dapat larut dalam pelarut organik yang bersifat polar karena 
sifat dari senyawa tersebut adalah polar, sehingga ekstraksi dapat 
menggunakan pelarut etanol [11].  
Sehubungan dengan uraian diatas,maka dalam penelitian ini 
akan dipelajari potensi ekstrak etanol akar pletekan (Ruellia tuberosa 
L.) dalam menurunkan kadar glukosa pada Diabetes Melitus serta 
sebagai antioksidan untuk memperbaiki aktivitas enzim protease dan 
profil protein pada pankreas.  
 
1.2 Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang di atas, maka dirumuskan beberapa 
permasalahan dalam penelitian ini : 
1. Bagaimana pengaruh pemberian ekstrak etanol akar Ruellia 
tuberosa L. terhadap aktivitas enzim protease pada pankreas 
tikus model DM 1 akibat induksi MLD-STZ? 
2. Bagaimana profil protein pankreas tikus model DM 1 akibat 
induksi MLD-STZ setelah pemberian ekstrak etanol akar 




















1.3 Batasan Masalah 
1. Hewan coba yang digunakan adalah tikus putih jantan           
(Rattus novergicus) strain wistar usia 2 bulan dengan berat 
badan rata-rata 200 g sebanyak 20 ekor. Penggunaan hewan 
coba menyertakan sertifikat laik etik No 873-KEP-UB dari 
komisi etik penelitian UB. 
2. Dosis MLD-STZ yang digunakan adalah 20 mg/kg berat 
badan tikus per hari selama 5 hari berturut-turut. Tikus 
dianggap mengalami diabetes apabila kadar gula darah 
melebihi 200 mg/dL [12]. 
3. Terapi ekstrak etanol  akar Ruellia tuberosa L. dengan 3 
dosis yaitu 250, 375 dan 500 mg/ kgBB yang diberikan pada 
hewan coba sebanyak 1 x 3 mL sehari secara oral ( sonde ) 
selama 21 hari 
4. Variabel yang diamati pada penelitian ini adalah aktivitas 
enzim protease yang diukur dengan metode spektrofotometri 
UV, dan profil protein pankreas tikus yang diukur dengan 
metode elektroforesis SDS-PAGE 
 1.4 Tujuan Penelitian 
1. Mempelajari pengaruh pemberian ekstrak etanol akar Ruellia 
tuberosa  L. terhadap aktivitas enzim protease pada pankreas 
tikus model DM 1 akibat induksi MLD-STZ 
2. Mengetahui profil protein pankreas tikus model DM 1 akibat 
induksi MLD-STZ setelah pemberian ekstrak etanol akar 
Ruellia tuberosa L.  
1.5 Manfaat Penelitian 
Dari penelitian ini diharapakan dapat memberikan informasi 
terkait potensi ekstrak etanol akar Ruellia tuberosa L. sebagai 
tanaman antidiabetik. Sehingga dapat digunakan sebagai dasar 
pembuatan obat herbal alternatif untuk menurunkan kadar glukosa 
























2.1 Diabetes Melitus (DM) 
Diabetes merupakan penyakit metabolik yang ditandai dengan 
hiperglikemia akibat gangguan kerja hormon insulin, maupun  
sekresi insulin oleh sel β pankreas. Hiperglikemia kronis pada 
diabetes terjadi dalam jangka waktu yang panjang dapat 
menyebabkan kegagalan pada organ tubuh terutama pada mata, 
ginjal, saraf, jantung, dan pembuluh. Diabetes Melitus dapat dibagi 
menjadi DM tipe 1, DM tipe 2, diabetes gestational dan  diabetes 
melitus tipe khusus. Sebagian besar kasus DM terbagi dalam dua 
kategori etiopatogenetik. Kategori pertama yaitu DM tipe 1 atau 
insulin-dependt diabetes mellitus dan kategori kedua yaitu DM tipe 2 
atau non-insulin dependt diabetes mellitus [13]. 
DM tipe 1 terjadi karena kerusakan autoimun sel β pankreas 
menyebabkan kekurangan sekresi insulin yang berakibat pada 
gangguan metabolik. Sehingga kadar glukosa dalam darah 
meningkat. Selain itu pada DM 1 sel α-pankreas menjadi abnormal 
menyebabkan sekresi glukagon yang berlebihan [14]. Proses 
kegagalan sel-β (cell-β failure) dapat disebabkan oleh stres, 
glukotoksisitas dan lippotoksisitas sehingga produksi insulin 
menurun dan kadar glukosa dalam darah meningkat (hiperglikemia) 
[15]. 
DM Tipe 2 adalah penyakit gangguan metabolik yang  
ditandai  oleh  kenaikan  gula  darah  akibat insulin resisten yaitu 
suatu  kondisi dimana sel dalam tubuh tidak dapat  menggunakan 
insulin dengan baik. DM 2 disebabkan  kombinasi faktor genetik 
yang terkait gangguan sekresi insulin, resistensi insulin dan faktor 
lingkungan seperti obesitas, makanan, stres, penuaan dan pola hidup 
yang tidak sehat [14]. 
Diabetes Melitus Gestasional (DMG) adalah keadaan pada 
seorang wanita yang mengalami kenaikan kadar glukosa tinggi 
selama kehamilan. DMG merupakan gangguan toleransi glukosa 
yang pertama kali ditemukan pada saat kehamilan. Tubuh mengalami 
peningkatan resistensi insulin tiga kali lipat selama kehamilan 
dibandingkan dengan keadaan tidak hamil dan dapat hilang saat 




















diabetes yang jarang ditemukan dapat disebabkan karena cacat 
genetik dari sel β pankreas, cacat genetik pada kerja insulin, penyakit 
pankreas, atau karena obat-obatan tertentu [13]. 
Gejala  diabetes  melitus  dibedakan  menjadi dua yaitu akut 
dan kronik. Gejala akut  diabetes melitus meliputi sering kencing 
(polyuria), banyak makan (polyphagia), dan banyak minum 
(polydipsia). Sedangkan untuk gejala kronik meliputi kelelahan, 
kesemutan, pandangan kabur, mudah mengantuk, kulit seperti 
tertusuk jarum dan pada ibu hamil dapat menyebabkan keguguran 
kehamilan [17]. 
 
2.2 Patogenesis Diabetes Melitus Tipe 1 
Diabetes Melitus tipe 1 adalah kelainan yang disebabkan 
kerusakan autoimun dari sel pankreas yang mempengaruhi sekresi 
insulin. Penyakit ini paling sering didiagnosis pada anak-anak dan 
remaja. Namun, penyakit autoimun ini juga dapat terjadi pada 
dewasa dengan tingkat ringan yang disebut LADA (Latent 
autoimmune of Diabetes in Adults) biasanya disertai dengan tiga 
gejala klasik yaitu polidipsia, polifagia, poliuria [18]. 
Patogenesis DM tipe 1 berkembang sebagai akibat dari faktor 
genetik, lingkungan, dan faktor imunologi yang menyebabkan 
kerusakan sel β pankreas.  Individu secara genetis dengan jumlah sel 
β pankreas tetap rentan terpapar lingkungan, sehingga sel-sel 
inflamatori menginduksi autoimunitas sel β. Proses ini, ditandai sel 
islet reaktif terhadap antibodi, dan dengan pengaktifan autoreaktif sel 
T yang mampu menghancurkan sel β. Gejala DM tipe 1 tidak akan 
muncul pada seorang individu hingga >80% - 90% sel  β pankreas. 
Penghancuran sel β pankreas berpengaruh pada penurunan sekresi 
insulin [18]. 
Insulin merupkan hormon  yang disintesis pada sel β pankreas 
yang memiliki banyak fungsi penting dalam tubuh. Insulin memiliki 
struktur polipeptida. Insulin dapat mengikat reseptor di permukaan 
sel. Reseptor terletak pada membran sel saling mengikat satu sama 
lain dengan ikatan disulfida dan terdiri dari empat sub unit. Dua dari 
sub unit, terletak di permukaan sel membran, bernama beta, dua sub 
unit terletak di luar permukaan sel yang diberi nama alpha. Hormon 
insulin akan disekresikan oleh sel β ketika terjadi peningkatan kadar 





















Streptozotocin (2-deoksi-2-[3-metil-3-nitrosourea] 1-D gluko-
piran) (Gambar 2.1) memiliki dua bentuk yaitu α dan β. Berwujud  
bubuk kristal kuning atau putih pucat dengan berat molekul 265 
g/mol, rumus molekul C8H15N3O7. Streptozotocin adalah senyawa 
diabetogenik permanen, diproduksi oleh bakteri gram positif 
Streptomyces achromogenes. STZ digunakan menginduksi diabetes 
melitus pada hewan laboratorium dengan penghambatan sekresi dan 
sintesis insulin yang diproduksi oleh sel β pankreas. STZ bertindak 
sebagai donor Nitrogen Oksida (NO) yang menyebabkan 
peningkatan ROS. Streptozotocin adalah sejenis glukosa toksik yang 
secara khusus terakumulasi dalam sel beta pankreas melalui 
transporter glukosa GLUT2 dengan afinitas rendah. Mekanisme 
efektor beracun dari STZ dimulai dengan produk yang 
terdekomposisi dan terbentuknya radikal bebas, yang menyebabkan 
kerusakan DNA sel β pankreas akibat alkilasi sehingga mengganggu 











Gambar 2.1 Struktur Streptozotocin 
 
2.4 ROS dan Radikal Bebas 
ROS merupakan molekul oksidan relatif tinggi, bersifat reaktif 
atau sangat tidak stabil sehingga cepat bereaksi dengan molekul lain 
[21]. Tubuh secara fisiologis dapat menghasilkan ROS (radikal bebas 
atau oksidan), sumber penghasil ROS diantaranya fagosit, 
mitokondria, peroksisime, xantin oxsidase dan sebagainya [22]. ROS 
dapat dihasilkan dari faktor luar seperti radiasi ultraviolet, konsumsi 
alkohol, asap rokok, polutan, radiasi, senyawa beracun, makanan dan 




















elektron bebas ridak berpasangan. Rasio antara radikal bebas lebih 
besar daripada antioksidan maka akan terjadi stres oksidatif [21]. 
Reaktifitas ROS radikal bebas dapat merusak komponen tubuh 
misalnya DNA, protein dan lipid penyusun sel. Kadar ROS tinggi 
dalam tubuh dapat diketahui melalui rendahnya aktivitas SOD, 
katalase, glutation peroksidase dan kadar vitamin C, E serta β 
karoten. Molekul protein yang teroksidasi baik  berupa enzim yang 
tidak teraktivasi ataupun protein yang tidak terpolarisasi akan 
menyebabkan reaksi inflamasi [24]. Inflamasi adalah suatu respon 
terhadap kerusakan jaringan dan infeksi. Proses inflamasi merupakan 
suatu mekanisme perlindungan tubuh dengan cara menetralisir dan 
membasmi agen-agen yang berbahaya untuk perbaikan jaringan [23]. 
 
2.5 Ruellia tuberosa L. 
Tanaman Ruellia tuberosa L. (Gambar 2.2) secara taksonomi  
memiliki klasifikasi sebagai berikut  [25]: 
Kerajaan  : Plantae 
Subkerajaan  : Tracheobionta 
Divisi   : Spermatophyta 
Sub divisi  : Angiospermae 
Kelas   : Dicotyledoneae 
Bangsa  : Solanales 
Suku   : Acanthaceae 
Marga   : Ruellia 
Jenis   : Ruellia tuberosa L. 
Ruellia tuberosa L. (Acanthaceae) adalah tanaman tropis dan 
tersebar luas di Asia Tenggara. Dalam pengobatan, Ruellia tuberosa 
L. digunakan sebagai antidiabetes, antioksidan, antipiretik, analgesik, 
dan agen antidotal. Ruellia tuberosa L. merupakan tanaman 
perennial (tanaman yang hidup lebih dari dua tahun) dengan tinggi 
60-70 cm, dengan batang segiempat berbulu. Akarnya ramping, 
memanjang. Daun dengan tangkai daun sampai 2 cm bunga berwarna 
biru-violet mencolok.  Tanaman ini diperbanyak melalui biji [26]. 
Masing-masing bagian tanaman Ruellia tuberosa L. 
memiliki kandungan senyawa bioaktif. Daun mengandung apigenin 
dan luteolin, sedangkan bunga mengandung malvidin 3-5-
diglukosida dalam jumlah yang cukup. Kuncup bunga terkandung 




















flavon ). Hasil minyak biji mengandung asam myristic, capric dan 















Gambar 2.2 Tanaman Ruellia tuberosa L. 
 
Terdapat 25 komponen terdeteksi dalam ekstrak etanol pada 
bagian  akar Ruellia tuberosa L. Komponen tersebut yakni  Lupeol 
(68,14%), Stigmasterol (8,89%), Usosterol (3,99%), Sukrosa 
(2,24%), 3-bromo-Cholest-5-ene, (3á- (2,24%), 2-metil-oktadekana 
(2,10%), 2-metil-nonadekana, (1,93%), 2-metil-eikosana (1,79%) 
dan Heptakosana (1,43%). Senyawa-senyawa tersebut ditemukan 
sebagai senyawa utama pada ekstrak etanol bagian akar pada 
tanaman Ruellia tuberosa L. [27]. 
 
2.6 Fitosterol  
Fitosterol (Gambar 2.3) termasuk dalam senyawa metabolit 
sekunder, yang memiliki struktur mirip dengan kolesterol namun 
fitosterol mengandung gugus etil pada rantai cabang. Fitosterol 
tersusun dari  28 - 30 atom.  Fitosterol memiliki rangka struktur 
steroid dengan gugus hidroksil yang menempel pada C-3 dari cincin 
A, dan rantai alifatik pada atom C-17 dari cincin D. Tiga macam 
senyawa yang biasa disebut sebagai ”fitosterol” yaitu β-sitosterol 
(atau biasa disebut dengan sitosterol), stigmasterol dan kampesterol. 






















































dari tikus betina. Panjang mulai dari hidung sampai ekor rata-rata 
mencapai 400 mm.  Panjang ekor sekitar 150 -215 mm. Memiliki 
telinga relatif kecil dan mata yang berwarna merah. Waktu hidup 
tikus putih (Rattus norvegicus) adalah 2,5 – 3,5 tahun. Berikut adalah 
taksonomi dari tikus putih (Rattus norvegicus) [31,32]: 
Kingdom  : Animalia 
Filum   : Chordata 
Kelas  : Mammalia 
Ordo   : Rodentia 
Famili   : Muridae 
Genus   : Rattus 
Spesies  : Rattus norvegicus 
Galur   : Wistar 
 
2.8 Pankreas 
Pankreas adalah organ yang berbentuk panjang dan meruncing 
berwarna merah kecokelatan, terletak pada bagian belakang perut. 
Sisi kanan disebut sebagai kepala yang merupakan bagian terluas 
terletak pada kurva duodenum, bagian pertama dari usus halus. Sisi 
kiri sebagai badan pankreas berbentuk meruncing dan melebar ke 
atas dan bagian ekornya berakhir di dekat limpa [33,34]. Pankreas 
terdiri dari 2 jenis kelenjar yaitu eksokrin dan endokrin. Kelenjar 
eksokrin mengeluarkan enzim pencernaan. Kelenjar endokrin terdiri 
dari pulau Langerhans yang berfungsi mengeluarkan hormon 
kedalam aliran darah [34]. 
Enzim yang disekresikan oleh kelenjar eksokrin di pankreas 
membantu memecah karbohidrat, lemak, protein, dan asam dalam 
duodenum. Pankreas berhubungan dengan penyakit diabetes melitus 
berkaitan dengan hormon yang dihasilkan pankreas. Hormon utama 
yang disekresikan oleh kelenjar endokrin di pankreas adalah insulin 
dan glucagon. Kedua hormon tersebut  mengatur kadar glukosa 
dalam darah [35,36] 
 
2.9 Enzim Protease 
Protease adalah enzim yang berfungsi untuk menghidrolisis 
ikatan peptida dari senyawa-senyawa protein dan diurai menjadi 
senyawa yang lebih sederhana (asam amino) [37]. Protease 




















terhadap benda asing dalam tubuh [38]. Enzim protease  berperan 
dalam fungsi fisiologi seperti  respon imun dan inflamasi. Inflamasi 
dapat menyebabkan kerusakan jaringan akibat aktivitas protease 
yang tidak terkendali [39]. 
Jaringan yang mengalami inflamasi akan meningkatkan 
jumlah protease menyebabkan aktivitas protease berlebihan sehingga 
mengakibatkan kerusakan sel. Kerusakan sel akan menimbulkan 
respon inflamasi. Sel inflamasi seperti makrofag, sel mast dan 
eusinofil akan teraktivasi sebagai akibat dari respon imun tubuh 
terhadap antigen.  Makrofag bekerja melisiskan sel yang mati dalam 
fagolisosom. Mediator inflamasi berupa sitokin interleukin 1 (IL-1), 
interleukin 6 (IL-6), dan interleukin 8 (IL-8) akan dilepaskan sebagai 
akibat makrofag yang teraktivasi. Sitokin IL-8 akan mengaktivasi 
neutrophil yang bersifat kemotaksis. Peningkatan aktivitas protease 
dapat digunakan sebagai indikasi adanya inflamasi [40]. 
 
2.10 Penentuan Aktivitas Protease 
Aktivitas enzim tidak dapat dilihat secara kasat mata karena  
tergolong dalam reaksi yang bersifat mikro. Aktivitas enzim dapat 
diuji dengan menggunakan beberapa metode bergantung pada 
substrat enzim tersebut. Substrat yang sesuai untuk enzim protease, 
yaitu substrat kasein yang berupa molekul protein [41] 
Pada prinsipnya uji ini diperlukan  blanko yang dibuat dari 
penambahan kasein dan buffer pH optimum yang kemudian 
diinkubasi dan ditambahkan TCA serta protease. Penambahan TCA 
akan menyebabkan kasein terdenaturasi  akibat terbentuknya suasana 
asam  dan membentuk kompleks berwarna putih. Kasein yang 
memiliki berat jenis besar akan mengendap, dimana kemudian 
tirosin, enzim, dan  buffer akan terdapat pada supernatan. Supernatan 
inilah yang kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 
278 nm  melalui spektrofotometri. Panjang gelombang 278 nm 
merupakan serapan maksimum dari tirosin.  Jumlah tirosin hasil 
hidrolisis dari kasein digunakan untuk menentukan aktivitas protease 
[41] 
2.11 Penentuan Profil Protein 
Induksi zat toksik pada tikus putih (Rattus norvegicus) mampu 




















berlebih, secara tidak langsung juga memicu peningkatan aktivitas 
enzim protease yang berlebih sehingga mampu merusak kerja suatu 
organ melalui inflamasi. dan dapat menyebabkan perubahan profil 
pita protein. Perubahan profil pita protein dapat diamati dengan 
metode elektroforesis SDS-PAGE [38]. 
Elektroforesis protein dapat dilakukan dibawah kondisi non 
denaturasi atau kondisi terdenaturasi. Elektroforesis SDS-PAGE 
adalah eletroforesis dibawah kondisi terdenaturasi [42]. SDS-PAGE 
atau Sodium Dodesil Sulfat Poliakrilamida Gel elektroforesis 
merupakan suatu metode analisis profil protein yang umum 
digunakan. Metode ini digunakan untuk memantau pemurnian 
protein yang didasarkan pada pemisahan protein bermuatan 
berdasarkan berat molekulnya sehingga dapat menentukan massa 





adalah suatu deterjen ionik yang dapat mendenaturasi  protein karena 
mampu melarutkan molekul yang bersifat hidrofobik menyebabkan  
seluruh protein bermuatan negatif. Protein bermuatan negatif akan 
menuju anoda yang bermuatan positif selama SDS-PAGE 
berlangsung [43]. Teknik SDS-PAGE telah terbukti mampu 
mendeteksi fraksi protein dalam konsentrasi kecil [44]. 
 
2.12  Hipotesis 
1. Pemberian ekstrak etanol akar Ruellia tuberosa L. dapat 
menurunkan aktivitas enzim protease pada pankreas tikus 
model Diabetes Melitus tipe 1 akibat induksi MLD-STZ 
2. Pemberian ekstrak etanol akar Ruellia tuberosa L. mampu 
memperbaiki profil protein pada pankreas tikus model 






























3.1 Alat dan Bahan 
3.1.1 Alat 
Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah 
seperangkat bak pemeliharaan tikus, seperangkat alat bedah, 
seperangkat alat sentrifugasi, seperangkat alat elektroforesis, 
seperangkat alat gelas (pipet tetes, tabung reaksi, cawan petri, 
erlenmeyer 250 mL, gelas ukur 10 mL, labu takar 10 mL dan 100 
mL, corong gelas, spatula , gelas kimia 100 mL, gelas arloji), botol 
semprot, magnetic stirrer, lemari pendingin, neraca analitik, 
penangas air, kertas saring, rak tabung reaksi, mikro pipet, pestle, 
mortar, jarum sonde, tabung polipropilen, rotary evaporator, vortex, 
inkubator, glukometer digital (Easy Touch GPU), GlucoDrTM test 
strip, blood lancet, blood strip, microtube, spuit, aluminium foil, 
spektrofotometri UV, masker, dan sarung tangan.  
 
3.1.2 Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya 
adalah 900 g akar  pletekan (Ruellia tuberosa L.)  yang diperoleh 
dari Materia  Medika  Batu Malang,  sampel  pankreas  tikus  putih  
(Rattus norvegicus), etanol absolut, aquades, NaCl 10 %, asam 
sulfat, asam asetat, streptozotocin (STZ), pasir kuarsa,  larutan kasein 
500 ppm, larutan buffer fosfat pH 7, 0.1 M larutan buffer sitrat pH 
4.5, acryl, larutan TCA 4%, alkohol 70%, larutan baku tirosin 20 
ppm,  larutan  staining,  larutan  destaining,  larutan  NaCl-fisiologis  
0,9%, larutan PBS (Phosphate Buffer Saline), SDS 10%, Tris HCl 
pH 8,8, larutan Reducing Sample Buffer (RSB), Ammonium  
Persulphate (APS), Tetramethyl Ethylene Diamine (TEMED), dan 
protein standar marker. 
 
3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Biokimia Jurusan  
Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam Universitas  
Brawijaya Malang. Waktu penelitian berlangsung pada bulan 





















3.3 Tahapan Penelitian 
Penelitian ini dilakukan dalam beberapa tahap, yaitu: 
1. Pembuatan ekstrak etanol akar pletekan dan penetapan  
dosis terapi 
2. Persiapan hewan coba (tikus putih  Rattus novergicus) 
3. Pengukuran kadar glukosa darah dengan glukometer 
4. Pembuatan  larutan  Streptozotocin  (STZ)  dan  injeksi  
intraperitonial (IP) pada hewan coba.  
5. Terapi  hewan  coba  kelompok  DM  dengan  menggunakan 
ekstrak etanol akar pletekan 
6. Pembedahan hewan coba dan isolasi organ pankreas 
7. Isolasi protease 
8. Pembuatan kurva baku tirosin 
9. Pengukuran aktivitas protease  
10. Persiapan gel elektroforesis SDS-PAGE 
11. Injeksi  sampel,  running  elektroforesis  SDS-PAGE,  dan  
proses pewarnaan 
12. Penentuan berat molekul 
13. Analisis data  
3.4 Prosedur Kerja 
3.4.1 Pembuatan Ekstrak Etanol Akar  Pletekan  dan Penetapan 
Dosis Terapi 
Ditimbang serbuk akar pletekan 900 g yang berukuran 90 
mesh. Serbuk akar pletekan dimaserasi dengan pelarut etanol : 
aquades (1:1) sebanyak 3L. Didiamkan 1x24 jam kemudian 
dilakukan penyaringan, filtrat yang berupa ekstrak cair diuapkan 
dengan rotary evaporator suhu 50 °C dengan kecepatan 120 rpm 
hingga diperoleh ekstrak kental. Residu pelarut ditampung dan 
digunakan maserasi kembali. Maserasi dan evaporasi dilakukan 
berulang sampai 3x. Ekstrak  pekat  yang didapat dilarutkan dalam 
aquades dan dimasukkan ke lambung tikus secara oral sebanyak 3 
mL. Dosis terapi yang digunakan adalah 250, 375 dan 500 mg/kgBB. 
 
3.4.2 Persiapan Hewan Uji Coba ( Rattus norvegicus) 
Hewan uji tikus putih (Rattus norvegicus) galur wistar jantan 




















berusia ± 2 bulan  diperoleh  dari  Biosains,  Universitas  Brawijaya. 
Penelitian  ini  terdiri  dari  5  kelompok  perlakuan,  yaitu kelompok  
I  tikus  normal, kelompok  II  tikus  (+)  DM,  kelompok  III tikus  
(+)  DM  terapi  dengan  dosis  terapi  250  mg/kgBB, kelompok  IV 
tikus  (+)  DM  terapi  dengan  dosis  terapi  375 mg/kgBB, dan  
kelompok V tikus  (+)  DM  terapi  dengan  dosis  terapi  500 
mg/kgBB. Tiap kelompok  terdiri dari 4 ekor tikus,  hewan uji 
diaklimatisasi selama 1 minggu di Laboratorium Hewan Biosains. 
 
3.4.3 Pengukuran Kadar Glukosa Darah dengan Glukometer 
Pengukuran dilakukan dengan cara mula-mula  ujung  ekor  
tikus  diusapkan  alkohol  70%, kemudian  ditusuk  dengan  blood  
lancet.  Darah  tikus  yang  keluar kemudian  dimasukkan  kedalam  
ujung  blood  strip  yang  telah terhubung dengan glukometer dan 
ditunggu hasil yang tertera pada layar glukometer. Pengukuran  
kadar glukosa darah tikus dilakukan pada kelima kelompok 
perlakuan. Pada kontrol negatif, pengukuran kadar glukosa dilakukan  
setelah  aklimatisasi. Pada kelompok positif DM pengukuran kadar 
glukosa darah dilakukan sebelum injeksi STZ, dan setelah  inkubasi.  
Pengukuran kadar glukosa pada kelompok terapi dilakukan saat 
sebelum injeksi STZ, setelah injeksi dan setelah terapi ekstrak.   
 
3.4.4  Pembuatan Larutan STZ dan  Injeksi Intraperitonial pada 
Hewan Coba 
Serbuk STZ ditimbang 325,9 mg menggunakan neraca 
analitik, kemudian  dilarutkan dalam 4,9 mL buffer sitrat 0.1 M pH 
4.5 dan di vortex hingga semua serbuk STZ larut. Selanjutnya larutan 
STZ yang digunakan stok dan injeksi disimpan dalam temperatur 4 
ºC. Volume STZ yang digunakan untuk  injeksi disesuaikan  dengan 
berat  badan  tikus.  Selama 5 hari berturut-turut diinjeksikan secara 
IP dengan dosis yang digunakan yakni 20 mg/kgBB. Hewan 
diposisikan menghadap ke arah frontal hingga terlihat abdomennya. 
Disemprotkan alkohol 70% pada bagian atas abdomen kemudian 
kulit dicubit hingga terasa bagian ototnya. Lalu ditusukkan jarum 
suntik dan dicoba digerakkan, apabila terasa berat maka jarum suntik  
telah  masuk pada area intraperitonial. Selanjutnya dimasukkan STZ 
secara perlahan dan abdomen tikus disemprot kembali dengan 




















hari  dan  dilakukan pengecekan kadar gula darah setiap 7 hari sekali. 
Tikus positif DM di tandai dengan kadar glukosa ≥ 200 mg/dL. 
 
3.4.5 Terapi  Hewan Coba dengan Ekstrak Etanol Akar Pletekan 
secara Oral 
Dilakukan  terapi  dengan  ekstrak  etanol  pada 3 kelompok 
tikus (+)  DM  terapi  dengan  dosis  yang  digunakan  adalah  250, 
375 dan 500 mg/kgBB. Masing-masing  tikus yang di terapi melalui  
oral (sonde). Ekstrak pekat dilarutkan dalam aquades. Banyaknya 
(mg) ekstrak yang diambil untuk dilarutkan dalam aquades 
didasarkan pada berat badan tikus. Terapi dilakukan  1x3 mL sehari 
selama 21 hari secara oral. Setiap 7 hari sekali dilakukan pengecekan 
kadar glukosa darah dengan glukometer. 
 
3.4.6 Pembedahan Hewan Coba dan Isolasi Organ Pankreas 
Skalpel dan alat bedah disiapkan untuk membantu mengambil 
organ pankreas. Sebelum dilakukan pembedahan, tikus dibunuh 
dengan dislokasi leher. Setelah mati, tikus diletakkan pada nampan 
bedah dan ditata pada posisi ventral diatas. Dilakukan penyobekan 
pada daerah inguinal membentuk huruf V menggunakan gunting 
bedah. Diambil pankreas yang terletak pada daerah hulu lambung 
dan diantara usus halus. Organ yang telah diambil dicuci dengan 
larutan NaCl fisiologis 0,9% dan disimpan dalam larutan PBS azida 
dalam lemari pendingin. 
 
3.4.7 Isolasi Protease 
Organ pankreas ditimbang 0,5 g dengan neraca analitik, lalu 
digerus hingga halus diatas mortar dingin dengan penambahan 
sedikit pasir kuarsa. Kemudian ditambahkan larutan PBS  
Tween:PMSF (9:1) sebanyak 3x volume sampel dan digerus 
kembali.  Lalu dipindahkan kedalam tabung mikrotub dan disonikasi 
selama 10 menit. Kemudian  disentrifugasi selama 10 menit dengan 
kecepatan 6000 rpm. Diambil supernatan dan ditambah dengan 
etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1 dan dibiarkan selama 
semalam hingga terbentuk endapan. Kemudian disentrifugasi 
kembali selama 15 menit dengan kecepatan 10.000 rpm pada 
temperatur 4 ºC. Endapan yang terbentuk diambil, lalu dikeringkan 




















ditambahkan larutan  buffer  Tris-16 HCl pH 6,5 dingin dengan 
perbandingan volume 1:1 lalu dilakukan  homogenasi, sehingga  
didapatkan  isolat protein mengendap pada bagian bawah tabung 
polipropilen 
 
3.4.8 Pembuatan Kurva Baku Tirosin 
Tahapan yang perlu dilakukan  untuk membuat kurva baku 
tirosin diantaranya adalah 6 mL larutan baku tirosin 500 ppm 
dimasukkan ke labu ukur 100 mL dan diencerkan hingga mencapai 
tanda batas. Didapatkan larutan baku tirosin 20 ppm. Kemudian 
dibuat larutan baku tirosin konsentrasi 5,10,15,20,25 dan 30 ppm. 
Kemudian dilakukan pengukuran  absorbansi  pada  masing-masing  
konsentrasi  larutan  baku  pada λ maskimum 275 nm. Pengukuran 
blanko menggunakan buffer fosfat. 
 
3.4.9 Pengukuran Aktivitas Protease 
Pengukuran aktivitas  protease  hasil  isolasi  protease  dari  
pankreas  tikus dilakukan dengan langkah  pertama  yang  dilakukan  
adalah  mencampurkan kasein 500 ppm sebanyak 100 µL,  150 µL 
larutan buffer fosfat pH 0,1, dan  50  µL  enzim  protease  lalu  
diinkubasi  selama  60  menit  pada temperatur 37 ºC. Setelah itu 
ditambahkan 200 µL larutan TCA 4% dan didiamkan selama 30 
menit pada temperatur 27 ºC (temperatur ruang). Selanjutnya,  
disentrifugasi 4000 rpm selama 10 menit. Supernatan yang 
dihasilkan kemudian diambil 400 µL dan diencerkan 3 kali volume  
sampel  dengan  buffer  fosfat  lalu  diukur  nilai absorbansinya pada 
λ maks tirosin sebesar 275 nm, untuk perlakuan penambahan TCA 
dilakukan secepatnya setelah penambahan larutan enzim.  
Pengukuran aktivitas enzim protease didasarkan pada metode Walter 
(1984) denga rumus:  Aktivitas Enzim = 
         
          
 x 
 
     
 x fp  
Dimana:   v    = volume total sampel (mL)  
q    = waktu inkubasi  
fp    = faktor pengenceran  
























3.4.10 Persiapan Gel Elektroforesis SDS-PAGE 
Mula-mula dilakukan yaitu membuat plat gel dengan 
merangkai dua plat kaca dengan jatak antar plat ± 1 mm. Gel dibuat 
dua lapis yaitu gel sebagai tempat sampel (Stacking gel) dan gel 
sebagai media untuk pemisahan protein (Separating gel).  Pembuatan 
stacking gel dibuat dengan mencampurkan  0,45 mL Acryl, 2,11 mL 
aquades, 0,38 mL Tris HCl pH 8,8, 30 μL ammonium persulphate 
(APS) 10 %, 30 μL SDS 10% dan  5 μL tetramethyl  ethylene  
diamine  (TEMED)  menjadi  satu. Sedangkan pembuatan  Stacking  
gel  dilakukan  dengan  mencampurkan  3,125 mL Acryl, 2,75 mL 
Tris HCl pH 8,8, aquades 1,505 mL,  APS 10 % 75 μL, SDS 10 % 
75 μL dan  TEMED 6,25 μL menjadi  satu.  Kemudian campuran 
larutan separating gel  tersebut dimasukkan kedalam  tempat  lapisan  
gel  menggunakan  mikropipet  dan  dibiarkan  selama 10-30 menit 
hingga terbentuk  gel. Selanjutnya, stacking gel  dituang diatas  
separating gel  yang  telah  memadat  sambil  memasang  sisir  
hingga  terbentuk  gel  dan sumurnya.  Apabila  telah  terbentuk  gel,  
maka  sisir  diangkat  dengan  hati-hati dan plat dipasang pada alat 
elektroforesis. Kemudian larutan running buffer dituangkan ke dalam 
bejana elektroforesis. 
 
3.4.11 Injeksi Sampel, Running, dan Proses Pewarnaan 
Diambil 15 µL ekstrak kasar hasil isolasi pankreas. Kemudian 
ditambahkan 15 µL Reducing Sample Buffer (RSB), dan dipanaskan 
pada  penangas  air  dengan  temperatur  100  ºC selama 3 menit lalu  
sampel didinginkan. Selanjutnya sampel dimasukkan ke dalam  
sumur-sumur gel  dengan  volume  9 µL pada tiap sumur, namun  
pada  salah  satu sumur  diisi  dengan protein standar marker.  
Setelah  itu,  anoda dihubungkan  pada reservoir  bawah  dan  katoda  
dihubungkan  pada reservoir atas lalu keduanya dihubungkan pada  
power supply dengan arus listrik sebesar 30 mA dan tegangan 
sebesar 150 V. Apabila posisi marker berada pada jarak kurang lebih 
0,5  cm dari batas bawah plat gel, maka proses ini dapat dihentikan.  
Setelah proses running  selesai maka  dilakukan  pewarnaan  dengan  
merendam  gel  dalam  larutan staining  selama  30-60  menit  sambil  
dikocok  menggunakan  shaker. Selanjutnya, larutan staining  diganti 
dengan larutan destaining untuk merendam dan dikocok 




















3.4.12 Penentuan Berat Molekul 
Tahap terakhir yaitu membandingkan hasil elektroforesis 
sampel  dengan  protein  marker,  sehingga  dapat  diketahui  jenis-
jenis protein dalam ekstrak kasar enzim tersebut. Penentuan berat 
molekul  dilakukan dengan menghitung nilai Rf (Retardation factor) 
dari masing-masing pita dengan rumus [45]: 
 
Rf =  
                    
            
   
 
Kemudian dibuat kurva standar, dengan sumbu x = Rf dan sumbu  
Y = log BM, lalu diplotkan didapatkan persamaan garis y= ax + b. 
Kemudian nilai x diganti dengan nilai Rf sampel sehingga diketahui 
berat molekulnya. 
 
3.4.13 Analisis Data 
Data yang diperoleh dari uji  aktivitas  enzim  protease  
dianalisis  menggunakan  Analisis Ragam  One  Way  ANOVA dan 
di uji lanjutan dengan BNJ α = 0,05 sedangkan  data  analisis  yang  







































HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1. Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Akar Pletekan     
(Ruellia tuberosa L.) terhadap Aktivitas Enzim Protease 
pada Pankreas Tikus Putih (Rattus norvegicus)  Diabetes 
Melitus Tipe 1 akibat Induksi MLD-STZ 
Ekstrak etanol akar pletekan yang diperoleh dari maserasi 900 
g bubuk akar pletekan menggunakan  pelarut etanol : aquades (1: 1)  
adalah 284,4 g dengan randemen sebesar 31,6%, berupa ekstrak 
kental berwarna cokelat. Kadar air dan kadar abu dalam ekstrak 
etanol akar pletekan (Ruellia tuberosa L.) adalah 0,1% dan 10,54 %. 
Ekstrak etanol akar pletekan di identifikasi LCMS (Lampiran F) 
menunjukkan adanya senyawa fitosterol (kampesterol, stigmasterol, 
dan β-sitosterol). 
Streptozotocin (STZ) merupakan senyawa diabetagonic yang  
bersifat toksik sehingga dapat merusak sel β pankreas. Injeksi 
dengan cara dosis berulang (Multiple Low Doses,MLD-STZ) secara 
intraperitoneal (IP) dilakukan selama 5 hari berturut-turut dengan 
dosis sebesar 20 mg/kgBB. Injeksi STZ terhadap tikus putih 
menyebabkan tikus putih menderita Diabetes Melitus (DM) tipe 1 
akibat kerusakan sel β pankreas. Tikus putih yang menderita diabetes 
melitus tipe 1 ditandai dengan meningkatnya kadar glukosa darah. 
Berdasarkan Tabel (Lampiran G) pada kelompok positif 
terjadi kenaikan kadar glukosa darah yang didasarkan pada kontrol 
negatif sebesar 303,72 %. Kemudian pada masing-masing terapi 250 
mg/kgBB, 375 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB terjadi penurunan kadar 
glukosa darah berturut-turut sebesar 54,56%, 37,70% dan 16,79%. 
Hal ini disebabkan senyawa fitosterol (kampesterol, stigmasterol, 
dan β-sitosterol ) dapat berpotensi sebagai antioksidan. Didukung 
dengan adanya hasil uji antiokisdan (Lampiran E) bahwa ekstrak 
etanol akar pletekan memiliki nilai IC50 dibawah 50 μg/mL. Selain 
itu fitosterol mampu mengaktivasi GLUT4 menyebabkan kadar 
glukosa berkurang. GLUT4 adalah protein yang berfungsi 
mentransfer glukosa kedalam sel sehingga kadar glukosa dalam 




















Penurunan dan atau peningkatan kadar glukosa berpengaruh 
pada aktivitas protease. Satu unit  aktivitas  protease dinyatakan 
sebagai μ mol (micro mol) tirosin yang dihasilkan dari hidrolisis 
ikatan peptida pada protein oleh protease hasil isolasi organ pankreas 
tikus tiap menit pada kondisi tertentu. Pengukuran aktivitas enzim 
dilakukan dengan mengkonversi nilai absorbansi menjadi konsentrasi 
tirosin dengan menggunakan kurva baku tirosin dengan λ 275 nm 
menggunakan spektrofotometri UV. 
Kelompok negatif atau dalam keadaan normal, enzim protease 
berfungsi membantu proses apoptosis. Sel akan mengalami apoptosis 
setelah menjalani masa hidup tertentu. Apoptosis adalah mekanisme 
kematian sel secara terprogram. Protein pada sel yang rusak atau 
mati mungkin tidak dibutuhkan lagi karena sudah tidak berfungsi. 
Protein tersebut akan didegradasi oleh enzim protease. Degradasi 
protein merupakan proses  menjaga sel atau pemeliharaan sel dimana 
protein yang tidak diinginkan atau rusak diurai menjadi asam amino 
dan dapat digunakan kembali sehingga terjadi regenerasi sel [47]. 
Tabel 4.1 Aktivitas protease tikus kelompok negatif, positif, terapi 













Negatif 0,021 ± 0,004
a 
- - 




















Berdasarkan (Tabel 4.1) kelompok tikus negatif menunjukkan 
nilai aktivitas protease sebesar 0,021± 0,004 (μmol/mL.menit). Nilai 




















menentukan adanya peningkatan terhadap kontrol positif. Kelompok 
tikus positif memiliki nilai aktivitas protease yang paling tinggi 
sebesar 0,071 ± 0,005 (μmol/mL.menit). Jika dibandingkan dengan 
kelompok terapi 250 mg/kgBB sebesar 0,034 ± 0,005 
(μmol/mL.menit), 375 mg/kgBB sebesar 0,046 ± 0,002 
(μmol/mL.menit), dan 500 mg/kgBB sebesar 0,056 ± 0,001 
(μmol/mL.menit). Nilai aktivitas protease kontrol positif digunakan 
sebagai standar untuk menentukan adanya penurunan terhadap 
kelompok terapi 250 mg/kgBB, 375 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB. 
Uji statistik pada (Lampiran K) menunjukkan aktivitas 
protease antar kelompok memiliki varian yang sama (homogen) 
dengan (p>0,05) dan terdistribusi secara normal. Hasil uji One Way 
ANOVA menunjukkan Fhitung > Ftabel 1%  maka diantara perlakuan 
terdapat perbedaan yang sangat nyata (p<0,01) dengan α=5%. 
Karena terdapat perbedaan, maka diteruskan dengan uji BNJ (Beda 
Nyata Jujur). Hasil analisis Tukey test menunjukkan adanya 
perbedaan yang sangat nyata antar kelompok. Berdasarkan (Tabel 
4.1) terjadi kenaikan aktivitas protease sebesar 238,09%.  
Peningkatan aktivitas protease sebesar 238,09% tersebut 
merupakan akibat dari induksi Streptozotocin (STZ)  yang dapat 
menyebabkan terjadinya proses inflamasi pada pankreas tikus yang 
akan mengaktivasi sel-sel proinflammatory serta pelepasan enzim 
protease. STZ merupakan bahan kimia bersifat toksik pada sel β 
pankreas. Streptozotocin memasuki sel β melalui pengangkut 
glukosa (GLUT2) dan menyebabkan alkilasi DNA (penambahan 
gugus alkil pada DNA). Kerusakan DNA menginduksi aktivasi poli 
ADP-ribosilasi, Poli ADP-ribosilasi menyebabkan penipisan NAD
+
 
seluler dan ATP. Peningkatan defosforilasi ATP setelah pemberian  
Streptozotocin menghasilkan substrat untuk xanthine oxidase yang 
menghasilkan pembentukan radikal superoksida (O2•-). Akibatnya, 
hidrogen peroksida (H2O2) dan radikal hidroksil (OH•) juga 
dihasilkan. Selanjutnya, Streptozotocin membebaskan sejumlah nitrit 
oksida (NO) beracun yang menghambat aktivitas aconitase dan 
berpartisipasi dalam kerusakan DNA [48] 
Munculnya ROS akan mengaktivasi Nuclear Factor kB (NF-
kB) merupakan faktor transkripsi yang mengatur ekspresi gen 
inflamasi dan gen-gen imun, yang berperan penting dalam proses 




















dan respon inflamasi, seperti sitokin proinflamasi, kemokin, enzim 
inflamasi dan molekul adhesi. NF-kB dapat menginduksi sel-sel 
inflamasi seperti makrofag dan neutrofil yang berfungsi sebagai sel-
sel pertahanan kekebalan tubuh. Selain itu, netrofil juga akan 
melepaskan enzim protease (proteolitik) sebagai respon adanya 
inflamasi. Aktivitas enzim protease digunakan untuk mengukur 
tingkat inflamasi. Semakin tinggi nilai aktivitas protease maka 
semakin tinggi tingkat kerusakan jaringan. Oleh sebab itu nilai 
aktivitas protease kelompok positif lebih tinggi jika dibandingkan 




Gambar 4.1 Dugaan mekanisme reaksi senyawa fitosterol              
(stigmasterol) dalam meredam radikal 
Aktivitas protease pada kelompok terapi 250 mg/kgBB, 375 
mg/kgBB dan 500 mg/kgBB mengalami penuruan masing- masing 
sebesar 52,11%, 35,21% dan 21,12% terhadap kontrol positif. 




















glukosa, hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian ekstrak etanol 
akar pletekan berpotensi sebagai antioksidan yang memberikan 
pengaruh meredam radikal bebas. Dugaan mekanisme reaksi 
(Gambar 4.1), senyawa stigmasterol akan mengalami pemutusan 
secara homolitik pada ikatan O-H, kemudian H• yang terbentuk 
berikatan dengan radikal ONOO yang diduga berasal dari STZ 
sehingga radikal teredam menjadi HNO3. Namun pada akhir reaksi 
masih tersisa H• yang kemungkinan dapat berikatan dengan H• lain 
dari reaksi peredaman radikal menggunakan senyawa β-sitosterol 
atau kampesterol yang diduga akan membentuk H2. Sehingga secara 
sinergis senyawa stigmasterol, β-sitosterol dan kampesterol dapat 
meredam radikal bebas. Namun pemberian dosis tinggi ekstrak 
etanol akar pletekan (Ruellia tuberosa L.) kurang signifikan dalam 
menurunkan aktivitas protease, dapat dilihat pada dosis 500 
mg/kgBB presentasi penurunan aktivitas protease rendah yaitu 
21,12%. Hal ini dapat disebabkan peningkatan dosis terapi ekstrak 
etanol akar pletekan menyebabkan antioksidan berubah fungsi 
menjadi prooksidan sehingga dapat merusak sel seperti radikal 
bebas.  
 
4.2 Pengaruh Pemberian Ekstrak Etanol Akar Pletekan      
(Ruellia tuberosa L.) terhadap Profil Protein pada Pankreas 
Tikus Putih ( Rattus norvegicus)  Diabetes Melitus Tipe 1 
akibat Induksi MLD-STZ 
Analisa profil protein dengan metode elektroforesis SDS-
PAGE pada tikus kelompok negatif DM 1, kelompok positif DM 1, 
dan kelompok terapi ekstrak etanol akar pletekan dosis 250 
mg/kgBB, 375 mg/kgBB dan 500 mg/kgBB menunjukkan adanya 
perbedaan pita protein (Gambar 4.2) yang selanjutnya di 
interpretasikan dalam (Tabel 4.2). Pada pita protein kontrol positif 
terdapat protein baru dengan berat molekul 52 kDa namun pada 
kontrol negatif, terapi 250 mg/kgBB dan 375 mg/kgBB tidak 
muncul, kemudian terekspresikan kembali pada dosis 500 mg/kgBB. 
Hal ini menunjukkan bahwa induksi MLD-STZ dan pemberian terapi 
ekstrak akar pletekan  pada tikus menyebabkan perubahan profil 





















Protein yang terekspresikan pada kontrol positif dengan berat 
molekul 52 kDa diduga sebagai Hemopexin atau 1B-glycoprotein. 
Hemopexin (HPX) adalah protein dengan afinitas pengikatan 
tertinggi terhadap heme bebas dibandingkan dengan protein lainnya. 
Heme berpotensi sangat beracun karena kemampuannya untuk 
masuk ke dalam membran lipid dan menghasilkan radikal hidroksil 
(OH•). Kekuatan pengikatan antara heme dan HPX, dan adanya 
reseptor heme-HPX mampu mengkatalisis kompleks serta dapat 
menginduksi aktivitas antioksidan intraseluler sehingga mencegah 
stres oksidatif [50]. Pada penderita Diabetes Melitus tipe 1 kadar 
hemopexin meningkat. Hemopexin diekspresikan dalam beberapa sel 
yang berasal dari jaringan berbeda. Peningkatkan konsentrasi 
glukosa dalam sel akan meningkatkan ekspresi hemopexin. Ekspresi 
hemopeksin terkait dengan stres oksidatif yang diinduksi glukosa 
[51] 
 
Tabel 4.2 Berat molekul protein hasil isolasi organ pankreas tikus 
kelompok negatif, positif, terapi 250 mg/kgBB, 375 
kg/mgBB dan 500 mg/kgBB 
Kelompok Berat Molekul Protein (kDa) 
84 68 63 52 47 34 28 12 11 
K- √ √ √ - √ √ √ √ √ 
K+ √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
T1 √ √ √ - √ √ √ √ √ 
T2 √ √ √ - √ √ √ √ √ 








































sehingga berperan dalam melindungi jaringan akibat stres oksidatif. 
HSP juga dapat menghambat kematian sel. Ekspresi HSP dapat 
dipicu beberapa hal diantaranya adanya logam-logam berat, kenaikan 
temperatur, senyawa toksik dan gangguan radikal bebas. [52-53] 
Protein dengan berat molekul 52 kDa diduga sebagai protein 
yang muncul akibat induksi STZ (Streptozotocin) yang terjadi pada 
kontrol positif. Streptozotocin adalah sejenis glukosa toksik yang 
secara khusus terakumulasi dalam sel beta pankreas melalui 
transporter glukosa GLUT2. Mekanisme efektor beracun dari STZ 
dimulai dengan produk yang terdekomposisi dan terbentuknya 
radikal bebas yang bertindak sebagai donor Nitrogen Oksida (NO) 
menyebabkan peningkatan ROS. Meningkatnya ROS menyebabkan 
terjadinya stres oksidatif [20]. Meningkatnya radikal bebas 
menyebabkan antioksidan enzimatis endogen tidak dapat 
menyeimbangkan radikal bebas dalam jumlah berlebih sehingga 
radikal bebas dapat merusak jaringan.  
Pada kelompok terapi 250 mg/kgBB dan 375 mg/kgBB profil 
pita protein dengan berat molekul 52 kDa tidak terekspresikan 
karena kandungan fitosterol sebagai antioksidan. Antioksidan yang 
berasal dari luar tubuh disebut antioksidan non enzimatik. Adanya 
fitosterol  dalam ekstrak akar pletekan dapat meredam radikal bebas 
sehingga mencegah stres oksidatif dan mampu memperbaiki 
inflamasi. Namun pada dosis 500 mg/kgBB pita protein dengan berat 
molekul 52 kDa terekspresikan hal ini menunjukkan bahwa dosis 


































Berdasarkan penelitian yang dilakukan dapat disimpulkan : 
1. Pemberian terapi ekstrak etanol akar pletekan (Ruellia 
tuberosa L.) sebanyak 3 mL selama 21 hari pada tikus 
dengan dosis 250 mg/kgBB menurunkan aktivitas protease 
sebesar sebesar 52,11%, dosis 375 mg/kgBB sebesar 35,21%  
dan dosis 500 mg/kgBB sebesar 21,12%. 
2. Hasil analisa protein menggunakan metode SDS-PAGE 
menunjukkan bahwa pemberian terapi ekstrak etanol akar 
pletekan (Ruellia tuberosa L.) dosis 250 dan 375 mg/kgBB 
dapat memberikan pengaruh hilangnya protein berat molekul 
52 kDa yang diduga sebagai protein Hemopexin dan dapat 
digolongkan dalam HSP40 pada kontrol positif. 
 
5.2 Saran 
 Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk optimasi dosis 
ekstrak etanol akar pletekan (Ruellia tuberosa L.) dari dosis 125-375 
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